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Publication Title: 

Aqueous protein solutions which are stable towards denaturing, processes for 
their preparation and their use 



Abstract: 

The invention relates to aqueous solutions of proteins with a molecular weight 
above 8,500 daltons, which contain a compound of the formula I R20-Xn-R3 (I) 
in which Xn is a chain of n members of the formula II or III in any desired 
sequence, n denotes 2 to 200 and R1 denotes hydrogen, methyl or ethyl, it being 
possible for the radicals R1 to be identical or different but R1 being hydrogen in 
at least half of the chain members, and R2 and R3 are identical or different and 
denote hydrogen or an organic radical, to processes for their preparation and to 
their use. The invention furthermore relates to the use of compounds of the 
formula I for the pretreatment of hydrophobic surfaces to avoid adsorption of 
denaturing of proteins. 
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© Gegen Denaturierung bastfindige, wStsrige Protetnloiungen. Verfahren zu Hirer Herstellung und Ihre Verwendung. 

© Die Erfindung betrifft waBrige Losungen von Proteinen 
mh einem Molekulargewicht oberhalb 8500 Dalton, gekennze- 
ichnet durch einen Gehalt einer Verbindung der Formal I, 

R«0-Xn-R' (I) 

in watcher Xn eina Kette von n Gliedarn der Formeln II oder III 
-CH.-0- -CHi-CH-O- 
B" R' 



N <"> OH) 

< 

m beliebiger Reihenfolge 1st. n 2 bis 200 und R< Wasserstoff. 
Methyl oder Ethyl bedeuten, wobei die Reste R' gleich oder 
(0 verschieden sein konnen, jedoch mindestens in der HSIfte der 
00 Kettenglieder R' = Wasserstoff vorkommt und R* und R» gle- 
ich oder verschieden sind und Wasserstoff oder einen organi- 
^ schen Rest bedeuten, Verfahren zu ihrer Herstellung und ihre 
CO Verwendung. Die Erfindung betrifft weiterhin die Verwend- 
ung von Verbindungen der Formal I zur Vorbehandlung hydr- 
opftober Oberflachen zur Vermeidung der Adsorption oder 
O Denaturierung von Proteinen. 

Q. 

LU 
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Gegen Denaturierung bestandige, waBrige Proteinlosungen , 
Verfahren zu ihrer Herstellung und ihre Verwendung 

Die Erfindung betrifft wSBrige LSsungen von Proteinen mit 
einem Molekulargewicht oberhalb 8500 Dalton, die gegen 
Adsorption an Grenzflfichen, gegen Denaturierung und gegen Prazipitation 
des Proteins geschiitzt sind, sowie Verfahren zur Her- 
5 stellung solcher LSsungen. Die Erfindung betrifft ferner 
• die Verwendung solcher stabilisierten Lfisungen fur thera- 
peutische Zwecke vorzugsweise in DosiergerSten zur Appli- 
cation von Arzneimitteln. 

10 Es ist bekannt, daB gel6ste Proteine an hydrophoben Grenz- 
flSchen (dazu gehSrt auch die Grenzflache wSBrige Losung/ 
Luft) adsorbiert werden (C.W.N.' Cumper und A.E. Alexander, 
. Irans. Faraday Soc. 46, 235 (1950)). Proteine sind amphi- 
phile Substanzen, d.h. sie haben sowohl hydrophile als auch 

15 hydrophobe Bereiche. Die hydrophoben Bereiche bilden den 
Kontakt zur hydrophoben Grenzflache. 

Als Folge der Adsorption der Proteine an Grenzf lachen werden 
verschiedene Sekundarreaktionen beobachtet. Es kann bei- 

20 spielsweise zur "Denaturierung", d.h. 

zu einer FormSnderung der adsorbierten Proteinmole- 
kiile' (Ahderung der TertiSr- und/oder Sekundaxstruktur) kcrtmen. 
Daneben kann Aggregation von adsorbierten Protein- 

molekulen zu 16s lichen oder unloslichen polymeren Formen 

25 erfolgen. so ist von vielen Proteinen eine Oberf lachen- 

Aggregatipn bekannt, die sich z.B. als Trubung der Losung 
Oder als biologische Inaktivierung der Proteine beim Riihren 
Oder Schtitteln der waBrigen Losungen bemerkbar macht 
(A.F. Henson, I.R. Mitchell, P.R. Mussellwhite, J. Colloid 

30 Interface Sci. 32, 162 (1970)). Diese Oberf lachenadsorpt ion 
und -aggregation ist besonders nachteilig in Apparaten zum 
Transport von ProteinlSsungen z.B. in automatischen Dosier- 
geraten ftir Arzneimittel. In einigen FSllen koromt es auch 
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zu chemischen Reaktionen der adsorbierten Proteine mit 
gelds ten Substanzen (F. MacRitchie, J. Macromol. Sci. , 
Chem. , 4, 1169 (1970) ) . 

5 Die beschriebenen Grenz flachenprozesse kcnnen weiterhin einem Protein 
inntunogene Eigenschaften (d.h. die Fahigkeit, immunologische Abwehr- 
reaktionen in einem Organismus zu induzieren) verleihen 
Oder bereits vorhandene immunogene Eigenschaften verstSrken. 
AuBerdem konnen biologische Eigenschaften, wie enzymatische, 

0 serologische Oder hormonelle Aktivitaten, verSndert oder 
zerstort werden. 

Eine spezielle Form der hydrophoben Grenzflachen bildet 
• sich beim Gefrieren von wSBrigen L6sungen, z.B. bei der 
15 Gefriertrocknung von Proteinen. An diesen Grenzflachen komnfc 
es ebenfalls zu den beschriebenen Denaturierungen von Pro- 
teinen (U.B. Hansson, Acta Chem. Scand. , 22, 483 (1968)). 

Aus der EP-A1 -18609 sind waBrige ProteinlSsungen bekannt, 
20 die zur Vermeidung der Denaturierung der darin befindlichen 
Proteine an Grenzflachen eine oberf lachenaktive Substanz 
mit kettenf Srmiger Grundstruktur enthalten, deren Ketten- 
glieder mindestens zur Half te methyl- oder ethylsubstituier- 
te Oxyethylen-Einheiten sind. Ferner wird die Behandl-ung 
25 von Oberf lachen mit solchen oberf lachenaktiven Substanzen 
und deren Verwendung zur Handhabung und Relnigung von Pro- 
teinen beschrieben. 

Weiterhin sind aus der W0-A1 -83/00288 stabile wSBrige 
30 Insulinzubereitungen zur Verwendung in Insulindosiervor- 
richtungen bekannt, die Polyoxyethylen- (Cg-Cj 5 ) -alkylether 
enthalten. 

Es wurde iiberraschend gefunden, daB sich waBrige LQsungen 
35 von Proteinen mit einem Molekulargewicht oberhalb 8500 
Dalton besonders gut stabilisieren lassen durch das Zu- 
mischen von Substanzen, die durch die Formel I charakteri- 
. siert werden: 
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R 2 0 - X n - R 3 (I) 

Die Erf indung betrifft somit eine wSBrige LSsung eines 
Proteins mit einera Molekulargewicht oberhalb von 8500 Dal- 
5 ton, die gekennzeichnet ist durch einen Gehalt einer Ver- 
bindung der Formel I, 

R 2 o - x n - R 3 (I) 

10 in welcher X n eine Kette von n Gliedern der Formeln II 
Oder III 



- CH - CH 2 - 0 - - CH ? - CH - 0 - 

• R R 1 

15 <»> (III) 

in beliebiger Reihenfolge ist, n 2 bis 200, vorzugsweise 
A bis 100', insbesondere 8 bis 50 und R 1 Wasserstoff , Methyl 
oder Ethyl bedeuten, wobei die Reste R 1 gleich oder verschie 

20 den sein konnen, jedoch mindestens in der HSlfte. der Ketten- 
glieder R = Wasserstoff vorkommt und R 2 und R 3 gleich 
oder verschieden sind und Wasserstoff oder einen organischen 
Rest bedeuten. Bevorzugt sind solche Verbindungen der Formel I, in 
welcher einer der Reste R 2 oder R 3 fur Wasserstoff stent. " 

25 Falls R bzw. R fur einen organischen Rest steht, so wird 
darunter vorzugsweise 

ein aliphatischer Rest mit 1 bis 20 C-Atomen, ein alicyc- 
lischer Rest mit 3 bis 10 C-Atomen, ein alicyclisch-alipha- 
tischer Rest mit 4 bis 20 C-Atomen, eine aliphatische Ester- 
gruppe mit 2 bis 20 C-Atomen, ein aryl-aliphatischer Rest 
mit 7 bis 20 C-Atomen oder ein Arylrest mit 6 - 20 C-Atomen, 
insbesondere aber Alkyl mit 1 bis 20 C-Atomen, Alkanoyl mit' 
2 bis 20 C-Atomen oder Alkylphenyl mit 1 bis 10 Alkyl-C- 
Atomen verstanden. 



30 



35 



Beispiele fur die Reste R 2 und R 3 sind Methyl, Ethyl, 
Propyl, Butyl-, oder die Reste, die sich yon Laurylalkohol 
oder Myristalalkohol-ableiten; Carboxalkylgruppeh , die sich 
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von der Essigsaure, propionsaure, Buttersaure, Palmitin- 
sSure oder StearinsSure ableiten und Nonylphenoxy . 

Stabilisierende Zusatze dieser Art haben gegeniiber denen aus 
5 der EP-A1 -18609 bekannten Zusatzen den Vorteil, daB sie 

aufgrund der l&ngeren Polyoxyethylen-Ketten (R 1 = H) erhohte 
I»6slichkeit in wSBrigen Medien aufweisen. Zudem hat sich 
gezeigt, daB bei Zusatz von Stabilisatoren der beschrie- 
benen Art insbesondere groBere Proteine, d.h. solche mit 
1<J einem Molekulargewicht von mehr als 8500 Daltons, gegen 
Grenzfiachenprozesse geschiitzt werden konnen. 



15 Die erfindungsgemaBen Proteinlosungen konnen auch ein Ge- 
misch mehrerer verschiedener Verbindungen der Forinel I ent- 
I halten. Weiter kSnnen diesen LSsungen iibliche Mittel zur 
I Einstellung der Isotonie wie Glycerin, Natriumchlorid , 
Glucose oder ein Shnliches Kohlenhydrat , zur Konservierung 
20 wie Phenol, Kresol oder p-HydroxybenzoesSuremethylester, 
zur Pufferung des pH-Wertes wie Natriuraphosphat , Acetat, 
Citrat, Barbital oder Tris- (hydroxymethyl) -aminomethan und 
zur Erzielung einer Depot-Wirkung zugefiigt werden. 

25 Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur Herstel- 
lung dieser stabilen ProteinlSsungen , das dadurch gekenn- 
zeichnet ist, daB- man einer wSBrigen Proteinlosung eine 
oberflachenaktive Substanz der Formel I zusetzt. 

30 Es wird angenommen, daB die erfindungsgemaBen oberflachen- 
aktiven Substanzen in der Grenzflache so geformt sind, daB 
die hydrophoben Bereiche der Blockpolymeren den Kontakt 
zur GrenzflSche bilden und daB die hydrophilen Polyoxy- 
ethylen-Bereiche in die wSBrige Phase ragen, so daB sie 

35 direkte Wechselwirkung zwischen gelSstem Protein und 
Grenzflache verhindern. 
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Die relativ grofien hydrophilen Polyoxyethylen-Bereiche der 
Stabilisatoren, die wahrscheinlich in die waBrige Phase 
hineinragen, bewirken moglicherweise , daB nur eine grob- 
maschige Beladung der Grenzflache erreicht wird, so daB 
5 kleinere Proteinmolekiile nicht an der Adsorption an die 
GrenzflSche gehindert werden konnen. 

Dementsprechend eignen sich die erf indungsgemSBen Substan- 
zen insbesondere zur Stabilisierung waBriger Losungen h6her- 
10 molekularer Proteine. Diese Proteine bestehen aus einer oder 
mehreren Polypeptidketten und konnen neben ArainosSuren noch 
andere Bausteine (Zucker, Lipide usw.) enthalten. 

• Die erfindungsgemHBen oberf lSchenaktiven Substanzen sind 
15 allgemein geeignet zur Stabilisierung solcher gelSster Pro- 
teine, deren Molekulargewicht oberhalb 8500 Dalton liegt 
I und die an hydrophobe Grenzflache adsorbieren konnen, wie 
I Z ' B « Polypeptide, globuiare Proteine und zusammengesetzte 
Proteine (Proteide) , insbesondere Glykoproteine . 

20 

Als Beispiele fur solche Proteine seien genannt Proteo- 
horihone wie Prbinsuline, PrSpoinsuline, Enzyme, wie Neura- 
minidase, Galactosidase, Glycosyl-Transferasen, Asparagi- 
nase, Catalase, Streptokinase, Myoglobin, sowie Proteine 

25 mit anderen Funktionen wie Immunglobuline verschiedener 
Klassen und Spezies, Albumin, Blutgerinnungsf aktoren , 
Interferone, Interleukine, Wachstums- und Differerizierungs- 
f aktoren. Bevorzugt sind Proteine mit einem Molekulargewicht 
oberhalb etwa 30 000. 

30 Die Erf indung betrif ft ferner die Verwendung der oben def i- 
nierten stabilen ProteinlSsungen bei der Reinigung von 
Proteinen durch Kristallisation, Chromatographie oder 
Ultrafiltration sowie deren Verwendung fur therapeutische 
Zwecke insbesondere in Dosiergeraten wie implantierten oder 

35 • externen automatischen Pumpen. 
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Hydrophobe Oberflachen, die mit Proteinlosungen in Kontakt 
kommen, lassen sich vorteilhaft mit den oberf lachenaktiven 
Substanzen der Formel I zur Vermeidung der Adsorption oder 
Denaturierung der Proteine vorbehandeln . 
5 • 

Die Herstellung der erfindungsgemSB zu verwendenden ober- 
flachenaktiven Substanzen werden in an sich bekannter Weise 
durch kontrollierte .Addition von Alkylenoxiden an Alkylen- 
diglykole (oder an entsprechende Hydroxy verbindungen) 
10 hergestellt. Die endstSndige Hydroxylfunktionen konnen 
gegebenenfalls anschliefiend verestert oder verSthert wer- 
den. Eine allgemeine Vorschrift zur Herstellung eines 
geeigneten Blockpolymerisats ist in Beispiel la 
beschrieben. 

15 

i Beispiel 1 

a) In einem 30 1-Glaskolben mit Riihrer, Heizbad, RiickfluB- 
kfihler und einer Einrichtung zur Dosierung von Alkylen^ 

20 oxiden unter Stickstoff werden 152,1 g Propylenglykol 

und 125 g 49%ige Kalilauge vorgelegt. Durch Vakuum- 
destillation wird entwassert. AnschlieBend werden bei 
120°C langsam unter Rtthren nacheinander 4141 g Propylen- 
oxid und 17170 g Ethylenoxid zugegeben. Nach beendeter 

25 Reaktion wird durch Zugabe von MilchsSure das Kalium- 

hydroxid neutralisiert. Durch Vakuumdestillation werden 
die leichtf lttchtigen Anteile abgetrennt und das Produkt 
entwSssert. Das mittlere MolekUlargewicht des Produktes 
betrSgt 8750 Dalton bei einem Gehalt an PolyoxyMthylen 

30 von 80 Gew.-% im Molekiil. 

b) 5 Proben mit jeweils 7 ml einer 0/1 %igen LSsung von 
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Ei-Albumin in 0,01 M Phosphatpuf fer, pH 7 und 5 gleiche 
Proben mit Zusatz eines Stabilisators von 0,1 % (bezogen 
auf das Gewicht der Losung) eines Blockpolymerisats be- 
stehend aus einer linearen Kette von Polypropylenglykol. 
mit einem mittleren Molekulargewicht von 1750 Dalton, 
der beidseitig jeweils 40 % Polyethylenglykol anpolymeri- 
siert waren, wurden in 10 ml Glasampullen eingeschmolzen. 
Die Testlosungen wurden auf einen Test-Tube-Rotator mit 
mit 20 cm Abstand von der Radachse montiert und im Brut- 
schrank bei 37°C mit 60 UpM rotiert. Die Proben ohne 
Stabilisator zeigten nach 5 Tagen eine starke Trubung, 
hervorgerufen durch denaturiertes Protein. Im Gegensatz 
dazu waren die Proben, die den Stabilisator enthielten, 
•nach ntehreren Monaten noch klar. 

Beispiel 2 

Proben von jeweils 7 ml einer Losung von 5 % humaner Immun- 
globuline/ einer Losung von 0,5 % Myoglobin (Pferd) und 
einer L5sung von 0,1 % B-Galactosidase und gleiche Proben 
mit einem Zusatz von 0,1 % (bezogen auf das Gewicht der 
LSsung) eines Blockpolymerisats bestehend aus einer linea- 
ren Kette von Polypropylenglykol mit einem mittleren Mole- 
kulargewicht von 1750 Dalton, der beidseitig jeweils 50 % 
Polyethylenglykol anpolymerisiert waren, wurden in 10 ml 
Glasampullen eingeschmolzen. 

Die Proben wurden Wie im Beispiel 1 b beschrieben bei 37 "c 
geschuttelt. Die Proben ohne Stabilisator waren nach weni- 
gen Tagen triib, im Falle der B-Gaiactosidase war die enzy- 
matische Aktivitat auf weniger als 3 % des Anfangswertes 
abgef alien. Im. Gegensatz dazu waren die Proben, die den 
Stabilisator enthielten, auch nach mehreren Wochen noch 
klar. Die enzymatische Aktivitat war praktisch vol! erhal- 
teni * 

Beispiel 3 

Es wurde eine Losung hergestellt/ die 1 % humane Immun- 
globuline in 0,01 M Phosphatpuf fer, pH 7, und zur Stabili- 
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sierung 0,2 % (bezogen auf das Gewicht der Losung) eines 
Blockpolymerisats bestehend aus einer linearen Kette von 
Polyprbpylenglykol mit einem raittleren Molekulargewicht von 
1750.Dalton, der beidseitig 40 % Polyethylengiykol anpoly- 
5 merisiert war en, enthielt. 

Die Losung wurde in ein automatisch gesteuertes Dosiergerat 
gefttllt. Auf einem Bewegungssimulator 

im Brutschrank bei 37 °C fSrderte das Dosiergerat eine klare 
10- LSsung fiber mehrere Wochen. In der.geforderten klaren L6- 
sung wurden die Gehalte an den Immunglobulinen gemessen. 
Sie stimmten mit den Anf angswerten iiberein. 

Der Versuch wurde mit einer Uigeri Iiranunglobulin-LSsung , 
15 die keine Stabilisator enthielt, wiederholt. Dabei entstan- 
den Prazipitate in den F8rderschlauchen des Dosiergerates 
nach wenigen Tagen. Der klare Uberstand enthielt nahezu 
keine Immunglobuline mehr. 

20 Beispiel 4 

5 Proben mit jeweils 7 ml einer Losung von 350.000 Einheiten 
humanem Fibroblasten-Interf eron in Phosphatpuf f er , pH 7, 
und 5 analoge Proben, die zusStzlich 0,01 % (bezogen auf 
das Gewicht der Losung) folgender Verbindung 

25 

CH 3 

CH 3 - (CH 2 ) 1 2 -CH 2 -0- (CH 2 -CH 2 -0-) 1 2 ~ (CH 2 -CH-0-) 2 ~H 

enthielt, wurden in 10 ml Glasampullen eingeschmolzen. Die 
30 Testlosungen wurden wie im Beispiel 1b beschrieben bei 37°C 
rotiert. In den 5 unstabilisierten Proben wurde nach 

2 Tagen ein Verlust der blologischen Aktivitat von mehr 
als 95 % gemessen. Die biologische Aktivitat des Inter- 
ferons in den 5 Proben, die den Stabilisator enthielten, 
35 war auch nach mehreren Wochen unverandert. 
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L.WSBrige Losung eines Proteins mit einem Molekulargewicht 
oberhalb von 8500 Dalton, gekennzeichnet durch einen Ge- 
halt einer Verbindung der Formel I, 

r2 ° ~ x n - r3 (I) 

in welcher X R eine Kette von n Gliedern der Formeln II 
Oder III 



CH - CH 2 - O - - CH, - CK - O - 

R i1 

(III) 



R' 

(ID 



in beliebiger Reihenfolge ist, 

n^ 2 bis 200, vorzugsweise 4 bis 100 und 

R Wasserstoff, Methyl oder Ethyl bedeuten, 

wobei die Reste R 1 gleich oder verschieden sein kon- 

nen, jedoch mindestens in der HSlfte der Rett englie- 

der R = Wasserstoff vorkomrot und 
R und R gleich oder verschieden sind und Wasserstoff 

oder einen organischen Rest bedeuten. 

2. WaBrige ProteinlSsung gemaB Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB R und R 3 unabhangig voneinander Wasser- 
stoff , einen aliphatischen Rest mit 1 bis 20 C-Atomen, 
einen alicyclischen Rest mit 3 bis 10 C-Atomen, einen' 
alicyclisch-aliphatischen Rest mit 4 bis 20 .C-Atomen, 
eine aliphatische Estergruppe mit 2 bis 20 C-Atomen, 
einen aryl-aliphatischen Rest mit 7 bis 20 C-Atomen oder 
einen Arylrest mit 6 bis 20 C-Atomen bedeuten. 

3. WSBrige Proteinlosung gemaB Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB R 2 und R 3 unabhangig voneinander 

■ Wasserstoff, Alkyl mit 1 Bis 20 C-Atomen, Alkanoyi mit 
2 bis 20 C-Atomen oder Alkylphenyl mit 1 bis 10 Alkyl-c- 
Atomen bedeuten. 
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4. WaBrige Proteinlosung gemafi einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet , daB die Losung ein Gemisch von 

•mindestens zwei verschiedenen Verbindungen der Formel I 
enthalt. 

5. WSBrige ProteinlSsung geroSB einem der Anspriiche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet , daB die Losung iibliche ZusStze 
zur Einstellung der Isotonie, zur Konservierung, zur 
Puff erung und/oder zur Erzielung einer Depot-Wirkung 
enthalt. 

6. WSBrige Proteinlosung gemaB einem der Anspriiche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Losung mindestens zwei 
unterschiedliche Proteine enthalt. 

7 . Verf ahren zur Herstellung einer stabilen Proteinlosung 
gemaB einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeich- 
net, daB man einer waBrigen Proteinlosung eine ober- 
flachenaktive Substanz gemaB einem der Anspriiche 1 bis 3 
zusetzt. 

8. Verf ahren zur Behandlung von hydrophoben Oberflachen 
zur Beseitigung ihrer adsorbieranden und denaturieren- 
den Wirkung auf Proteine dadurch gekennzeichnet, daB man 
die Oberflachen mit einer waBrigen Losung einer bber- 
f iSchenaktiven Substanz der im Anspruch 1 angegebenen 
allgemeinen. Formel behandelt. 

9. Verwendung von- Losungen .nach einem der Anspruche 1 bis 6 
bei der Reinigung von Proteinen durch Kristallisation, 
Chromatographic oder Ultrafiltration. 

1 0 . Verwendung von LSsungen nach einem der Anspruche 1 bis 6 
zur Vermeidung der Adsorption von Proteinen an hydro- 
phoben Oberflachen. 
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11. WaBrige Proteinlosung gem aB einem der AnsprJhe 1 1 
zur Vferwendung f(ir therapeutische Zwecke. 

12. WaBrige Proteinlosung gemaB einem der AnsprUche 1 bis 6 
zur Verwendung in Dosiergeraten. 

13. Verwendung von oberf lacbenaktiven Substanzen gemaB einem 

• oZrTl7T hB % biS 3 ^ von bydrophoben 

Oberflachen 2ur Vermeidung der Adsorption oder Denatu- 
rierung von Proteinen. 
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- 1 - HCE G3/r 130 AT 

for Austria 

Patentanspruche fur den Vertraqsstaat AT fur Osterreich 

pour i'Autriche 

1 . Verf ahren zur Herstellung einer waBrigen LSsung eines 
Proteins rait einem Molekulargewicht oberhalb von 
8500 Dalton, enthaltend eine Verbindung der Formel I, 

5 R 2 0 - X n - R 3 (I) 

in welcher X n eine Kette von n Gliedern der Pormeln II 
Oder III 

- CH - CH 0 - O - - CH, - CH - 0 - 

•1 ^11 
10 R R 

(II) (III) 

in beliebiger Reihenfolge ist, 

n 2 bis 200, vorzugsweise 4 bis 100 und 
15 R 1 Wasserstoff, Methyl oder Ethyl bedeuten, 

wobei die Reste R 1 gleich oder verschieden sein kon- 
nen, jedoch mindestens in der Halfte der Kettenglie- 
der R 1 = Wasserstoff vorkommt und 

R 2 und R 3 gleich oder verschieden sind und Wasserstoff 
20 oder einen organischen Rest bedeuten, dadurch gekenn- 

zeichnet, daB man einer waBrigen ProteinlSsung eine 
oberflachenaktive Substanz der Formel I zusetzt. 

2. Verf ahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daB 
25 in Formel I R 2 und R 3 unabhangig voneinander Wasserstoff, 

einen aliphatischen Rest mit 1 bis 20 C-Atomen, einen 
alicyclischen Rest mit 3 bis 10 C-Atomen, einen ali- 
cyclisch-aliphatischen Rest mit 4 bis 20 C-Atomen, eine 
aliphatische. Estergruppe mit 2 bis 20 C-Atomen, einen 
30 aryl-aliphatischen Rest mit 7 bis 20 C-Atomen oder einen 
Arylrest mit 6 bis 20 C-Atomen bedeuten. 

3. Verf ahren gemaB Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeich- 
net, daB in Formel I R 2 und R 3 unabhangig voneinander 

35 Wasserstoff, Alkyl mit 1 bis 20 C-Atomen, Alkanoyl mit 

2 bis 20 C-Atomen oder Alkylphenyl mit 1 bis 10 Alkyl-C- 
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_ 2 - HOE 83/1 130 AT 

for Austria 

Atomen bedeuten. fiir Osterreich 

pour I'Autriche 

Verfahren gemSB einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeich.net, daB man der Losung ein Gemisch von 
mindestens 2wei verschiedenen Verbindungen der Formel I 
zusetzt. 

Verfahren gemSB einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeich.net , daB man der LSsung tibliche ZusStze zur 
Einstellung der Isotonie, zur Konservierung , zur Puffe- 
rung und/oder zur Erzielung einer Depot-Wirkung zusetzt. 

Verfahren gemSB einem der Ansprtiche 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, daB man eine LSsung mindestens zweier 
unterschiedlicher Proteine herstellt. 

Verfahren zur Behandlung von hydrophoben Oberflachen 
zur Beseitigung ihrer adsorbierenden und denaturieren- 
den Wirkung auf Proteine dadurch gekennzeichnet, daB 
man die Oberf ISchen mit einer wSBrigen Losung einer ober- 
f lachenaktiven Substanz der im Anspruch 1 angegebenen 
allgemeinen Formel behandelt. 

Verwendung von LSsungen nach einem der Anspriiche 1 bis 6 
bei der Reinigung von Proteinen durch Kristallisation, 
Chromatographie Oder Ultrafiltration. 

Verwendung von Losungen nach einem der Ansprtiche 1 bis 6 
zur Vermeidung der Adsorption von Proteinen an hydro- 
phoben Oberflfichen. 

Verfahren zur Herstellung einer wSBrigen Proteinlosung 
gemSB einem der Anspriiche 1 bis 6 zur Verwendung fur 
therapeutische Zwecke. • 

Verfahren zur Herstellung einer wSBrigen ProteinlSsung 
gemSB einem der Anspriiche 1 bis 6 zur Verwendung in 
DosiergerSten. 
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pour j'Autriche. 

12. Verwendung von oberf lSchenaktiven Substanzen gemaB 
einera der Anspriiche 1 bis 3 zur Vorbehandlung von 
hydrophoben Oberfliichen zur Vermeid.ung der Adsorption 
oder Denaturierung von Proteinen. 



